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Abstract (Basic) : FR 2766191 A 

The following are claimed: 

(1) an antimicrobial peptide that is obtainable from penaeid 
shrimps, has a molecular weight of 5-7 kD, has an isoelectric point of 
at least 9, has a N-terminal portion comprising a proline-rich region 
of 15-25 amino acids, and has a C-terminal portion comprising a region 
of 20-30 amino acids containing six cysteines forming three 
intramolecular disulphide bridges; 

(2) a peptide comprising at least 5 amino acids of the peptide of 

(i); 

(3) a nucleic acid comprising at least 10 bp, preferably at least 
20 bp, of a sequence coding for the peptide of (1) or (2); 

(4) an expression cassette comprising at least one nucleic acid 
sequence as in (3) under the control of a promoter; 

(5) a recombinant vector containing at least one nucleic acid as in 

(3); 

(6) a prokaryotic or eukaryotic cell transformed with the 
expression cassette of (4). 

USE - Peptides as above, called penaeidins, have antibacterial and 
antifungal activity, e:g. against Micrococcus luteus, E. coli, 
Neurospora crassa and Fusarium oxysporum, and can be used in human and 
veterinary medicine, agriculture and aquaculture. 
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(57) Abstract 

The invention concerns antimicrobial peptides obtained from penaeid prawns having the following characteristics: the molecular mass 
of about 5 to 7 kDa; the pHi not less than 9; the N-terminal portion comprises a region (A) of about 15 to 25 amino acids rich in proline; and 
the C-terminal portion comprises a region (B) of about 20 to 30 amino acids, containing 6 cysteine residues forming three intramolecular 
disulphide bonds. The invention also concerns the nucleic acid sequences coding for said peptides, and enabling their production by genetic 
engineering. 

(57) Abrege- 

Peptides anti-microbiens, obtenus a partir de crevettes p6n6ides, et dont: la masse moleculaire est d 'environ 5 a 7 kDa, la pHi est 
sup6neur ou egal a 9, la portion N-terminale comprend une region (A) d'environ 15 a 25 acides amin6s, riche en proline, et la portion 
C-terminale comprend une region (B) d'environ 20 a 30 acides amines, qui contient 6 residus cysteine formant trois ponts disulfure 
intramoleculaires. Sequences d'acide nucl&que codant pour lesdits peptides, et permettant leur production par g€nie g6n6tique. 
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PEPTIDES ANTI-MICROBIENS DE CRUSTACES. 

[/Invention est relative a de nouveaux peptides anti-microbiens 
produits par des crevettes peneides. 

Des peptides dotes de proprietes anti-microbiennes sont produits par 
5 une grande variete d'especes (animales ou vegetales), chez lesquelles ils participent a 
des mecanismes non-specifiques de defense contre les infections. Ces peptides font 
Fobjet d'un interet croissant, en particulier du fait qu'ils possedent generaiement un 
large spectre d' action, et une faible cytotoxicite pour les cellules eucaryotes. 

Les comparaisons des sequences en acides amines, des structures 
10 secondares, et les similitudes fonctionnelle ont permis de definir quatre groupes 
principaux, auxquels on peut rattacher la plupart des peptides anti-microbiens decrits 
jusqu'a present. Pour revue, cf. par exemple HOFFMANN et al., dans [Phylogenetic 
Perspectives In Immunity: The Insect Host Defense. Chapitre 4, pp. 43-65 (1994)]: 

1. Un premier groupe comprend des peptides lineaires constitues 
15 essentiellement d'acides amines basiques et hydrophobes ; dans ce groupe on classe en 

particulier les cecropines d' insectes et de mamrniferes, et les magainines de la peau 
des batraciens ; 

2. Un deuxieme groupe comprend des peptides comprenant des 
ponts disulfure intramoleculaires ; dans ce groupe, on range en particulier les 

20 defensines d'insectes ou de mamrniferes, les brevinines de la peau de batraciens, la 
thanatine d'insecte, qui presente une homologie importante de sequence avec les 
brevinines [FEHLBAUM et ah Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, pp. 1221- 
1225,(1996)], les tachyplesines, produites par des arthropodes marins primitifs, ainsi 
que differents peptides obtenus a partir de 1'hemolymphe de scorpion [EHRET- 

25 SABATIER et al., J. Biol. Chem., 271, 47, pp. 29537-29544, (1996)] ; 

3. Le troisieme groupe comprend des peptides riches en proline, 
parmi lesquels on peut classer les apidaecines et les abaecines des hymenopteres, la 
drosocine et la pyrrhocoricine, egalement produites par des insectes, et les 
bactenecines de mammiferes. A cette classe appartient egalement le seul peptide anti- 

30 microbien produit par un crustace decapode qui avait ete caracterise jusqu'a present : 
il s'agit d'un peptide antibacterien riche en proline, similaire a la bactenecine-7, et 
obtenu a partir des hemocytes du crabe Carcinus maenas [SCHNAPP et al.. 
EurJ.Biochem. 240, pp. 532-539 (1996)]. 

4. La quatrieme classe comprend des peptides ou polypeptides riches 
35 en glycine, tels que les attacines, les sarcotoxines et les diptericines, tous isoles chez 

les insectes. 
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Les Inventeurs ont maintenant purifie et caracterise de nouveaux 
peptides anti-microbiens a partir de Themolymphe de crevettes peneides, et ont 
egaiement obtenu des sequences d'ADN codant pour ces peptides. 

La presente invention a pour objet ces peptides anti-microbiens, 
5 denommes ci-apres penaeidines, qui possedent les caracteristiques suivantes : 

- leur masse moleculaire est d' environ 5 a 7 kDa ; 

- leur pHi est superieur ou egal a 9 ; 

- leur sequence N-terminale comprend une region (A) d'environ 15 a 25 acides 
amines, riche en proline, (au moins 1/8, et de preference entre 1/8 et 1/3 des acides 

1 0 amines de cette region sont des prolines) ; 

- leur portion C-terminale comprend une region (B) d'environ 20 a 30 acides amines, 
qui contient 6 residus cysteine formant trois ponts disulfure intramoleculaires. 

Selon un mode de realisation prefere de la presente invention, la 
region (A) comprend la sequence (I) suivante : 
15 PX,PX 2 PX 3 P (0 

dans laquelle P represente une proline, X, represente un acide amine 
neutre non-polaire, X 2 represente un acide amine basique, X 3 represente une proline ou 

une liaison peptidique. 

Selon une disposition preferee de ce mode de realisation, la region 

2 0 (A) comprend la sequence (II) suivante : 

PX l PX : PX 3 PX l X,X 2 PX 4 X 4 (II) 

dans laquelle P, X„ X, et X 3 sont tels que definis ci-dessus ; et X, 
represente un acide amine neutre non-polaire ou une proline. 

Avantageusement, la region (A) comprend la sequence (III) 

2 5 suivante : 

PX l PX 2 PX 3 PX l X l X 2 PX 1 PX,X 1 PX l X 1 P (III) 

dans laquelle P, X;, X 2 etX 3 sont tels que definis ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation prefere de la presente invention, 
les 6 residus cysteine de la region (B) sont disposes selon la sequence (IV) suivante : 
30 CS^CCS.CC (IV) 

dans laquelle C represente une cysteine, S, represente un acide 
amine ou une sequence peptidique de 2 ou 3 acides amines, S 2 represente une 
sequence peptidique de 10 acides amines, S 3 represente une sequence peptidique de 5 
acides amines. 

35 La presente Invention englobe egaiement des peptides comprenant 

ou constitues par des fragments d'au moins 5 acides amines d'une penaeidine telle que 
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definie ci-dessus, et en particulier des peptides comprenant ou constitues par la region 
(A) et/ou la region (B), ainsi que des peptides comprenant ou constitues par les 
sequences (I), (II), (III) et/ou (IV). 

Selon un mode de realisation prefere d'un peptide conforme a 
5 l'invention, son extremite N-terminale est bloquee par un residu d'acide 
pyroglutamique, et/ou son extremite C-terminale est amidee. 

A titre d 1 illustration de Pobjet de la presente invention, les 
caracteristiques de 3 penaeidines isolees a partir de Themolymphe de la crevette 
Penaeus vannamei, denommees ci-apres penaeidine 1, penaeidine 2, et penaeidine 3, 
10 sont plus specifiquement indiquees ci-dessous. 

Les sequences de ces 3 peptides (code 1 lettre) sont representees sur 
les figures la (penaeidine 1), lb (penaeidine 2), et lc (penaeidine 3) ; Talignement des 
3 sequences est represents sur la figure Id : les sequences conservees sont encadrees. 
La figure 2 represente une sequence d'ADNc de la penaeidine 2 et la sequence 
15 peptidique (code 3 lettres) correspondante ; la figure 3 A represente une sequence 
d' ADNc de la penaeidine 3 et la sequence peptidique (code 3 lettres) correspondante ; 
la figure 3B represente les sequences peptidiques (code 1 lettre) d'autres isoformes de 
la penaeidine 3 : les variations de sequence sont encadrees. 

Les sequences d' ADNc de la penaeidine 2 et de la penaeidine 3 sont 
20 respectivement representees dans la liste de sequences en annexe sous les numeros 
SEQ ID NO: 1 et SEQ ID NO: 3, et les sequences de leurs produits de traduction sont 
respectivement representees dans la liste de sequences en annexe sous les numeros 
SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 4. 

Les sequences peptidiques des formes matures des penaeidines 1 , 2, 
2 5 et 3 sont respectivement representees dans la liste de sequences en annexe sous les 
numeros SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 et SEQ ID NO: 7. 

Ces penaeidines ne presentent aucune homologie significative avec 
les peptides anti-microbiens connus dans Tart anterieur, et definissent un nouveau 
groupe de peptides anti-microbiens. 
30 Les penaeidines 1 et 2 comprennent 50 acides amines, et ont une 

masse moleculaire d'environ 5,5 kDa ; la penaeidine 3 comprend 62 acides amines et 
sa masse moleculaire est d'environ 6,6 kDa. 

Ce sont des peptides cationiques, possedant une charge nette positive 
de 7 pour les penaeidines 1 et 2, et de 8 pour la penaeidine 3 ; leurs points 
35 isoelectriques calcules varient de 9,34 pour les penaeidines 1 et 2, a 9,84 pour la 
penaeidine 3. 
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Les 3 peptides ont un domaine N-terminal riche en proline, et un 
domaine C-terminal comprenant 6 residus cysteine formant trois ponts disulfure 
intramoleculaires, et ou les 4 residus cysteine les plus proches de Pextremite C- 
terminale sont organises en 2 doublets separes par 5 residus. 
5 Les cysteines les plus centrales sont respectivement separees par un, 

deux ou trois residus dans les penaeidines L 2, et 3. 

L'extremite N-terminale de la penaeidine 3 est bloquee par un residu 
d'acide pyroglutamique. Le blocage par des residus similaires a deja ete observe chez 
d'autres peptides anti-microbiens. 

10 L'extremite C-terminale des penaeidines 2 et 3 est amidee. Une telle 

amidation C-terminale a deja ete observee pour certains peptides anti-microbiens 
d'autres invertebres marins (tachyplesines de Limule), ainsi que pour les cecropines 
d'insectes et les magainines d'amphibiens. Une telle modification renforce la stabilite 
de la molecule, et il semble quelle augmente Pactivite anti-microbienne. 

15 Les penaeidines possedent une stabilite elevee, et sont en particulier 

tres resistantes a la proteolyse. Elles sont essentiellement actives contre les bacteries a 
Gram positif, et presentent egalement une activite contre les bacteries a Gram negatif ; 
elles possedent en outre des proprietes fongicides. 

Les penaeidines et leurs fragments, tels que definis ci-dessus, 

20 peuvent etre obtenus par exemple par extraction a partir des animaux qui les 
produisent, et egalement par synthese peptidique, ou avantageusement, par genie 
genetique, en exprimant au moins une sequence d'acide nucleique codant pour une 
penaeidine ou un fragment de celle-ci, dans une cellule hote appropriee. 

La presente Invention englobe egalement des acides nucleiques 

25 comprenant un segment d'au moins 10 pb, et de preference au moins 18 pb du gene 
d'une penaeidine. 

Des acides nucleiques conformes a P invention, et en particulier des 
ADNc de penaeidine, ou des portions de ceux-ci peuvent etre obtenus par criblage de 
banques d'acide nucleique a Paide d'oligonucleotides derives des sequences 

30 representees sur les figures 1, 2, ou 3, ou de leurs sequences complementaires. 

Des acides nucleiques conformes a P invention englobent egalement 
des cassettes d'expression, comprenant au moins une sequence d'acide nucleique 
codant pour une penaeidine ou un fragment de celle-ci, sous controle transcriptionnel 
d'un promoteur approprie. 

35 Par « promoteur approprie » on entend tout promoteur fonctionnel 

dans la cellule-hote destinee a heberger la cassette d'expression. 
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Une cassette d'expression conforme a l'invention peut egalement 
comprendre en outre une ou plusieurs sequence(s) d'acide nucleique permettant 
d'ameliorer la secretion de la penaeidine ou de son fragment par la cellule-hote, par 
exemple une sequence codant pour un peptide signal. La sequence d'acide nucleique 
5 codant pour le peptide signal est placee a l'extremite 5' de la sequence d'acide 
nucleique codant pour la penaeidine ou son fragment. 

La sequence d'acide nucleique codant pour le peptide signal peut 
etre une sequence codant pour un peptide signal de penaeidine, ou bien une sequence 
codant pour un peptide signal heterologue. On choisira une sequence qui comprend a 
10 l'extremite C-terminale un site de proteolyse capable d'etre reconnu par une 
signal-peptidase de la cellule hote destinee a heberger la cassette d'expression. 

L'invention a egalement pour objet : 

- des vecteurs recombinants caracterises en ce qu'ils comprennent au 
moins un acide nucleique conforme a l'invention, et en particulier des vecteurs 

15 comprenant une cassette d'expression telle que definie ci-dessus. 

- des cellules procaryotes ou eucaryotes transformees par une 
cassette d'expression selon l'invention. II peut s'agir de cellules maintenues en culture, 
ou de cellules faisant partie d'un organisme pluricellulaire, animal ou plante. La 
cassette d'expression presente dans la cellule transformee peut etre soit incorporee 

20 dans l'ADN chromosomique de ladite cellule, soit etre portee par un vecteur extra- 
chromosomique. 

L'invention a egalement pour objet un procede de production d'une 
penaeidine ou d'un fragment de celle-ci, caracterise en ce qu'il comprend Texpression 
de ladite penaidine ou dudit fragment, dans au moins une cellule transformee 
2 5 conforme a l'invention. 

Les peptid&s conformes a l'invention peuvent etre exprimes dans des 
cultures de cellules transformees en utilisant des techniques similaires a celles utilisees 
pour des peptides antimicrobiens de Tart anterieur, par exemple dans des cellules 
d'insecte, comme decrit par HELLERS et al. [Eur. J. Biochem. 199, pp. 435-439, 
30 (1991)] pour les cecropines, ou dans la levure, comme decrit par REICHHART et al. 
[Invertebrate Reproduction and Development, 21, pp. 15-24, (1992)]. 

lis peuvent egalement etre exprimes dans des animaux ou des 
plantes transgeniques, pour augmenter la resistance de ceux-ci aux infections, comme 
decrit par exemple par JAYNES et al., [Plant Science, 89, pp. 43-53 (1993)] dans le 
35 cas de peptides analogues de la cecropine B, exprimes dans des plants de tabac 
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transgenique, ou par NORELLI et al. [Euphytica, 77, pp. 123-128 (1994)] pour des 
plants de pommiers transgeniques exprimant le gene de Tattacine-E. 

Les peptides conformes a Tinvention sont utilisables en particulier 
pour l'obtention de produits et en particulier de medicaments anti-infectieux, par 
5 exemple anti-bacteriens ou fongicides. 

De tels produits trouvent leur application pour la prevention et le 
traitement de differentes maladies microbiennes, dans des secteurs tres varies, en 
particulier dans les domaines de la sante et de 1' agriculture, et dans celui de 
l'aquaculture, pour limiter le developpement de maladies infectieuses dans les 
10 elevages. 

La presente invention sera mieux comprise a l'aide du complement 
de description qui va suivre, qui se refere a des exemples de purification des peptides 
anti-microbiens conformes a 1" invention, et de leur caracterisation. 
EXEMPLE 1 : ISOLATION DE PEPTIDES ANTI-MICROBIENS A PARTIR 

15 DE LA CREVETTE PENAEUS VANNAMEL 

225 ml d'hemolymphe ont ete obtenus a partir de 500 crevettes, par 
prelevement a partir du sinus central, situe a la base du premier segment abdominal. 
Le prelevement a ete effectue en presence de tampon anticoagulant (10% citrate de 
sodium pH 7, additionne de 200 jiM de phenylthiouree et 40 \iglm\ d'aprotinine. 

20 L'hemolymphe a alors ete centrifugee a 700g pendant 15 minutes a 4°C pour eliminer 
les cellules sanguines. Le plasma et les hemocytes sont conserves separement a -70°C 
jusqu'a utilisation. 

1.1 Preparation des fractions de rhemolvmphe par extraction acidc 
a^Plasma : 

25 Le plasma est dilue avec de l'eau demineralisee (1 volume de plasma 

pour 1 volume d'eau), et a ce melange sont ajoutes 0,1 % (v/v) d'acide 
trifluoroacetique. Le pH a ete amene a 3,9 a l'aide HC1 1M dans un bain refroidi a la 
glace, sous agitation douce pendant 1 heure. Deux centrifugations successives a 8000g 
et a 4°C ont ete effectuees afin de clarifier le surnageant qui est conserve sur la glace a 

30 4° jusqu'a utilisation. 
b^Hemocvtes : 
Cytosol 

Apres decongelation, les hemocytes sont homogeneises a Faide d'un 
appareil DOUNCE (maximum 152 \i, minimum 76 (a) dans du tampon Tris 50 mM 
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pH8,7 contenant 50 mM de NaCl. Apres centrifiigation (8000g 20 mn 4°C), le 
surnageant (fraction cytosol) est acidifie a un pH de 3,6 par addition de IMHCi et 
conserve a 4°C. 
Organelles 

5 Le culot contenant les organelles cellulaires est extrait par sonication 

(3 x 30 s) a puissance moyenne dans Pacide acetique 2 M. Les debris sont elimines 
par centrifugation (8000g, 20 mn, 4°C) et l'extrait acide conserve a 4°C jusqu'a 
utilisation. 

1.2 Purification des peptides. 

10 A)Extraction en phase solide : 

La fraction plasmatique et les extraits cytosol et organelles ont ete 
deposes separement sur des cartouches SEP-PAK C IS VAC de 35 cm3 (10 g 
WATERS ASSOCIATES), equilibrees avec de Peau acidifiee (0,05% d'acide 
trifluoroacetique). 

15 Apres lavage a Peau acidifiee, 3 elutions sont effectuees en utilisant 

successivement des solutions a 5%, 40%, et 80% d'acetonitrile dans Peau acidifiee. 
Les differentes fractions obtenues sont lyophilisees, et reconstituees avec de Peau 
microfiltree prealablement a la purification par HPLC en phase inverse. 
B)Purification HPLC 

2 0 1 : HPLC en phase inverse. 

Les fractions eluees a 5% et 40% de la colonne SEP-PAK ont ete 
soumises a une chromatographie en phase inverse sur une colonne AQUAPORE 
RP300 C s (4,6 x 220 mm, BROWNLEE™), equilibree dans Peau acidifiee 
(0,05% TFA). La separation de la fraction 5% SEP-PAK est effective a Paide d'un 

2 5 gradient lineaire de 0 a 5% d'acetonitrile dans Peau acidifiee, a un debit de 1 ml/mn 
pendant 80 mn. 

Pour la fraction 40%, un gradient lineaire de 2 a 60% d'acetonitrile 
est utilise dans les memes conditions. Les fractions sont collectees, sechees sous vide, 
reconstituees a Paide d ? eau ultrafiltree, et leur activite anti-microbienne est testee. 

30 2 : Chromatographie d' exclusion. 

Les fractions obtenues a P issue de la chromatographie en phase 
inverse presentant une activite anti-microbienne sont purifiees par chromatographie 
d'exclusion, en utilisant 2 colonnes HPLC reliees en serie (colonne 
ULTRASPHEROGEL SEC 3000 et colonne ULTRAS PHEROGEL SEC 2000, 
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7,5 x 300 mm, BECKMAN) protegees par une precolonne (ULTRASPHEROGEL 
SEC, 7,5 x 40 mm, BECKMAN). 

L'elution est effectuee en condition isocratiques en presence de 30% 
d'acetonitrile dans l'eau acidifiee, a un debit de 0,5 ml/mn. Les fractions sont 
5 collectees et testees pour leur activite anti-microbiennes. 
3 : Chromatographie en phase inverse. 

Les peptides ont ete purifies par une chromatographie en phase 
inverse sur la meme coionne que dans l'etape 1 a une temperature controlee de 35°C. 

Les peptides 1 et 2 ont ete purifies avec un gradient biphasique 
10 lineaire : de 2 a 21% d'acetonitrile dans feau acidifiee (0,05% TFA) pendant 10 mn, 
puis de 21 a 35% d'acetonitrile pendant 50 mn a un debit de 0,25 ml/mn. 

Le peptide 3 a ete purifie a l'aide d'un gradient biphasique lineaire : 
de 2 a 23% d'acetonitrile dans l'eau acidifiee pendant lOmn, puis de 23 a 37% 
d'acetonitrile pendant 50 mn a un debit de 0,25 ml/mn a 35°C. 
15 4 : Dernieres etapes de purification. 

Les dernieres etapes de purification des peptides ont ete effectuees 
sur coionne phase-inverse DELTA PAK HPI C 18 , 2 x 150 mm, WATERS 
ASSOCIATES, a une temperature de 40°C avec un debit de 0,25 ml/mn en utilisant 
les gradients biphasiques decrits ci-dessus. 
20 L'elution est controlee par absorption dans Tultra-violet a 225 nm. 

Les fractions sont collectees dans des tubes en polypropylene, concentrees sous vide et 
reconstitutes avec de l'eau sterilisee par filtration prealablement a la mesure de 
Tactivite anti-microbienne. 

EXEMPLE 2 : ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES FRACTIONS 
25 OBTENUES 

Les fractions 40% SEP PAK obtenues a partir de 1'extrait 
plasmatique, a partir des organelles des hemocytes, et a partir de la fraction 
cytosolique, qui sont respectivement designees ci-apres sous les denominations P40, 
HO40 et HC40, ont ete principaiement etudiees. Toutes les fractions ont ete testees 
3 0 pour leur activite contre 2 souches bacteriennes et contre un champignon filamenteux. 

Micro-organismes : 

Les souches microbiennes utilisees pour determiner les activites 
anti-microbiennes sont les suivantes : 

- Micrococcus luteus (souche a Gram positif) ; 
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- Escherichia coli (souche a Gram negatif) ; 

- Neurospora crassa (champignon filamenteux) ; 

Les bacteries sont cultivees avec une densite optique de depart 
A 600 = 0,001 en milieu nutritif « Poor-Broth » (1% bactotryptone, 0,5% NaCl p/v). 
5 Essais antibacteriens : 

Les fractions ont ete testees par inhibition de la croissance en phase 

liquide. 

Des aliquotes de 10 \A de chaque fraction a tester sont incubes dans 
des plaques de micro-titration avec 100 \i\ d'une suspension de bacteries en milieu de 
10 phase logarithmique. 

La croissance bacterienne est mesuree en determinant la densite 
optique A 600 apres une incubation de 24 heures a 30°C. 

Une procedure identique a ete utilisee pour determiner la 
concentration minimale inhibitrice (CMI) des molecules sur ces souches bacteriennes. 
15 Les valeurs de la CMI correspondent a un intervalle a-b de concentrations en peptide, 
oil a represente la concentration la plus elevee a laquelle on observe une croissance 
bacterienne, et b est la concentration la plus faible qui cause 100% d 1 inhibition de 
croissance. 

Mesure des proprietes bacteriostatiques : 

20 Une culture de Micrococcus luieus en milieu de phase 

logarithmique, dans le milieu « Poor-Broth » defini ci-dessus, a ete incubee a 30°C en 
presence du peptide ou (a titre de temoin) d'eau. La concentration finale des molecules 
testees est 8 fois superieure a la CMI. Des aliquotes de 20 \x\ sont prelevees a divers 
intervalles de temps et mises en culture sur plaque d'agar nutritif. Le nombre de 

25 colonies formees (UFC) est determine apres 24 heures d ? incubation a 37°C. 
Activite antifongique : 

L'activite antifongique a ete determinee contre Neurospora crassa et 
Fusarium oxysporum par un test d* inhibition de croissance en phase liquide. 

80 (J.1 de spores de champignons (concentration finale : 10 4 

30 spores/ml) sont suspendus dans du 1/2 Potato Dextrose Broth (DIFCO) supplements 
avec de la tetracycline (10 (ig/ml) et de la cefotaxime (100 (ig/ml). Cette suspension a 
ete additionnee a 10 |il de la fraction a tester dans des plaques de microtritation. Le 
volume final est amene a 100 jal par addition de lOjal d'eau. L'inhibition de la 
croissance peut etre observee au microscope apres 24 heures d' incubation a 25°C dans 
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Tobscurite, et mesuree par la variation de densite optique a 600 nm au bout de 
48 heures. 

Aucune activite n'a ete obtenue pour les fractions obtenues a partir 
de HC40. En revanche, comme le montrent respectivement les figures 4 et 5, certaines 
5 des fractions obtenues a partir de P40 et de HO40 presentent une activite anti- 
microbienne, et possedent une zone active commune, correspondant aux fractions 
eluees entre 47 et 60 mn (26 a 29% d'acetonitrile), ou Ton observe une activite contre 
les 2 souches bacteriermes et le champignon. 
Legende des figures 4 et 5 : 

10 Le temps d'elution en mn est indique en abscisse. L'absorbance a 

225 nm est representee en ordonnee. L'activite anti-microbienne contre Escherichia 
coli D31 (rectangle hachure), Micrococcus hueus (rectangle noir) et Nxrassa 
(rectangle gris) est indiquee pour les fractions concernees. Les regions de la courbe 
correspondant aux fractions presentant une activite anti-microbienne sont indiquees 

15 par les lettres A, B et C. Les fractions a partir desquelles ont ete purifies les 
penaeidines 1, 2 et 3 sont indiquees par les fleches I, 2 et 3. 

2 regions presentant egalement une activite anti-microbienne ont ete 
obtenues apres chromatographie en phase inverse de la fraction plasmatique. Les 
fractions P40B, qui sont eluees vers 40 mn (21-22% d'acetonitrile), contiennent des 

20 molecules actives contre les 3 micro-organismes testes, et P40C, correspondant a des 
molecules eluees a environ 75 mn, 38-39% d'acetonitrile, sont actives uniquement 
contre Micrococcus luteus. Aucune de ces deux zones n'est presente dans le 
chromatogramme de HO40, dans lequel d'autres fractions eluees a environ 90 mn (45- 
46% d'acetonitrile) sont actives seulement contre Micrococcus luteus. 

25 EXEMPLE 3 : DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES PEPTIDES 
OBTENUS. 

Les trois peptides purifies comme indique a Texemple 1 ci-dessus 
ont ete caracterises par des techniques successives de biochimie et de biologie 
moleculaire. 

30 Leur masse moleculaire a ete determinee par spectrometrie de masse 

; cette masse moleculaire est respectivement de 5484,8 Da et 5520 ; 0 Da pour les 
peptides PI et P2> et de 6617,4 Da pour le peptide P3. 

* La sequence d'acides amines de PI a pu etre obtenue par 
sequencage direct par degradation d'Edman. 
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PI est un peptide de 50 residus, contenant 14% de proline parmi les 

19 residus N-terminaux, et 6 cysteines formant 3 ponts disulfure intramoleculaires 
dans le domaine C-terminal. PI est riche en acides amines basiques, comme 1'indique 
la presence de 5 arginines et 2 lysines distributes sur toute la longueur du peptide. 

5 * En ce qui concerne le peptide P2, le sequenfage direct n'a permis 

d'obtenir qu'une sequence partielle de 21 residus N-terminaux. Cette sequence ne 
differe de celle de la penaeidine 1 que par le remplacement de la leucine en position 

20 chez PI par une phenylalanine chez P2. 

* En ce qui concerne le peptide P3, sa sequence N-terminale n'a pas 
10 pu etre etablie par la technique de degradation d'Edman, ce qui suggere un blocage a 
son extremite N-terminale. 

La S-pyridylethylation suivie par Tanalyse en spectrometrie de 
masse, et la detection de la variation de masse induite par la S-pyridylethylation, 
montre la presence de 6 residus cysteines. Apres clivage enzymatique du peptide 
15 S-pyridylethyle, les fragments obtenus ont ete purifies, analyses par spectrometrie de 
masse, et par degradation d'Edman. La sequence de r extremite NH 2 -terminale a ete 
determinee par nanoES-MS (nano Electrospray Mass Spectrometry). II a ainsi pu etre 
determine que le residu NH 2 -terminaI de ce peptide etait cyclise en acide 
pyroglutamique. 

2 0 EXEMPLE 4 : CLONAGE DES ADN C DES PEN AEIDINES. 
- ADNc de ia penaeidine 3 : 

Une sonde constitute d'oligonucleotides degeneres correspondant 
aux residus 38-44 du peptide P3 ? et presentant la sequence suivante : 
5 , (GGIAT(A/T/C)(A/T)(G/C)ITT(C/T)(A/T)(G/C)ICA(A/G)GC)3 , 
2 5 a ete preparee. 

Cette sonde a permis d'obtenir par transcription inverse suivie 
d'amplification en chaine par polymerase (PCR) a partir des ARN poly(A)" totaux 
d'hemocytes de crevettes adultes, recoltes 6 et 12 heures apres un challenge bacterien, 
un produit d'amplification constitue par un fragment de 497 paires de bases. Apres 

30 sequen9age, ce fragment a ete identifie comme un fragment de TADNc de P3, 
constitue par l'extremite du cadre de lecture ouvert et la region 3' non traduite. Un 
sous-fragment de 440 paires de bases, obtenu par digestion enzymatique Bsal a partir 
de ce fragment de 497 paires de bases, et constitue principalement de la region 3 1 non- 
traduite, a ete clone dans un vecteur pBluescript (STRATAGENE, La Jolla, CA). Ce 

35 fragment a ete marque par amonjage aleatoire en utilisant le kit de marquage d'ADN 
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READY-TO-GO (PHARMACIA BIOTECH, Uppsala. Sweden), et utilise pour cribler 
une banque cT ADNc obtenus a partir des ARN poly(A)± de crevettes adultes, dans le 
vecteur ZAP-EXPRESS (STRATAGENE, La Jolla, CA). 

Des hybridations a stringence elevee ont ete effectuees pendant une 
5 nuit a 65°C dans une solution de Denhardt 5X T 5X SSPE, 0,1% SDS, en presence de 
100 |^g/|il d'ADN de sperme de saumon. 

161 clones positifs ont ete obtenus. Parmi ces clones, 4 ont ete 
sequences. L'un d'entre eux contenait un cadre de lecture ouverte codant pour une 
sequence de 81 acides amines (P3a) debutant par un codon methionine et se terminant 
10 par un codon stop. 

La sequence en acides amines deduite de ce cadre de lecture ouverte 
commence par un peptide signal de 19 residus riche en residus hydrophobes. Le site 
de clivage de la signal-peptidase a ete localise apres le residu glycine precedant la 
glutamine en position 1 . 
15 Ce peptide-signal est directement suivi, a son extremite C-terminale, 

par un peptide de 63 acides amines, debutant par un residu glutamine. La sequence en 
acides amines deduite de ce peptide mature confirme clairement les sequences 
partielles de la penaeidine 3 obtenues par sequence direct. 

En partant de Thypothese que la penaeidine 3 sous forme mature 
20 debute par un acide pyroglutamique resultant de la cyclisation du residu glutamine 
(observee par approche biochimique), la masse calculee a partir de la sequence en 
acides amines deduite est superieure de 56,4 Da a la masse mesuree. Ceci suggere que 
la penaeidine 3 est amidee a son extremite C-terminale par elimination d'un residu 
glycine (57 Da). 

2 5 Parmi les 3 autres clones sequences, 2 sequences deduites en acides 

amines legerement differences ont ete identifies (P3b etP3c). P3b differe de P3a par le 
remplacement d'une isoleucine a la position 30 chez P3a par une valine chez P3b, 
alors que P3c est depourvu, en position 33, d'une proline qui est presente chez P3a et 
P3b. Enfin, la leucine en position 40 chez P3a et P3b est remplacee par une valine 

30 chezP3c. 

- ADNc de la penaeidine 2 : 

Afin d'isoler les ADNc des autres penaeidines. une sonde 
correspondant a une portion de la sequence codante de la penaeidine 3 dont la 
sequence du produit de traduction est fortement conservee entre les 3 peptides purifies, 

35 a ete utilisee. 
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Cette sonde a ete obtenue par amplification en chaine par 
polymerase sur un clone d'ADNc de P3, en utilisant les amorces suivantes : 
amorce amont : S'GTGTACAAGGGCGGTTACACGS' (SEQ ID NO: 8). 
amorce aval : 5TAACAGGTTGTCAAGCGAGGT3' (SEQ ID NO: 9). 
5 [/hybridation est effectuee dans les memes conditions que celles 

decrites ci-dessus. mais a une temperature d'hybridation plus faible (50°C), afin 
d'assurer une stringence moins elevee. 

Les clones obtenus dans ces conditions ont ete analyses sur la base 
de leur profil de restriction. Pour Tun de ces clones, ce profil etait different de celui 

10 observe pour P3a. Ce clone a ete sequence. La sequence en acides amines deduite de 
la sequence d'ADN possede un pourcentage d'identite tres eleve avec la penaeidine 1, 
en particulier un domaine COOH-terminal totalement identique a celui etabli par 
sequen?age direct de la penaeidine 1. Cependant, la presence d'un residu 
phenylalanine en position 20 dans le peptide mature, ainsi que la valeur de la masse 

15 moleculaire, est en faveur de TADNc de la penaeidine 2. La sequence en acides 
amines deduite comporte un acide amine supplemental (glycine a Textremite C- 
terminale, par rapport a celle obtenue par sequen^age direct, ce qui suggere que ce 
residu glycine peut etre elimine par amidation. Ceci a ete confirme par le calcul de la 
masse (5575,6 Da) qui est superieure de 55,6 Da a la masse mesuree pour la 

2 0 penaeidine 2, alors que la masse calculee du peptide amide correspond a celle de la 
penaeidine 2 mesuree par spectrometrie de masse. 

II apparait en outre que la penaeidine 2 provient d'une molecule 
precurseur possedant une region « pre» de 21 residus. identique a celle du peptide- 
signal de la penaeidine 3, avec deux residus supplementaires (Glu-Ala) precedant 

2 5 immediatement le site de clivage observe. Un autre site de ciivage potentiel a ete 
localise a la position -3 en arftont du residu Tyr-1 . Cet autre site correspond a celui qui 
est observe dans la maturation de la penaeidine 3. 

EXEMPLE 5 : ACTIVITE ANTI-MICROBIENNE DE LA PENAEIDINE 3 
PURIFIEE. 

30 L'activite de la penaeidine 3 purifiee a ete testee comme decrit a 

l'exemple 2, contre Micrococcus lutens, Escherichia coli D31, Neurospora crassa, et 
egalement contre Fusarium oxysporum qui est un champignon pathogene des crevettes 
peneides. 

Ce peptide a une activite marquee contre Micrococcus luteus (CMI = 
35 0,6 a 2,5 \xM) et une activite moderee sur Escherichia coli (CMI>5 (iM). La 
penaeidine 3 est egalement active contre les 2 champignons testes (CMI>5 |iM). 
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Lorsque Ton procede a Fincubation de la penaeidine 3 avec 
Micrococcus luteus a une concentration de 18 jiM, c'est-a-dire 8 fois superieure a la 
CMI, aucune croissance bacterienne n ? est observee apres une incubation de 24 heures. 
De plus, le nombre de colonies formees reste constant au cours des differents 
5 prelevements, ce qui suggere que cette molecule a un effet bacteriostatique. Ces 
resultats sont illustres par le tableau 2 ci-dessous. 



TABLEAU II 



Temps d'incubation 


Controle 


Penaeidine 3 


10 4 ufc/ml 


1 min 


3,85 


4,30 


30 min 


4,40 


4,45 


2h 


6,70 


3,15 


4h 


9,45 


4,60 


7h 


51,50 


4,50 


24 h 


>1 000 


5,60 



EXEMPLE 6 : PRODUCTION DE PENAEIDINES RECOMBIN ANTES 



Des fragments d'ADN codant pour les penaeidines-2 ou -3 
0 flanquees a leur extremite amino-terminale ont ete obtenus par PCR en utilisant les 
amorces suivantes, qui permettent d'inserer, en amont de la sequence codant pour la 
penaeidine, une sequence codant pour les cinq derniers residus de la proregion du 
facteur sexuel MFal de levure et un site HindllL et en aval de la sequence codant 
pour la penaeidine, un site BamHI. 
.5 Amorces utilisees pour la penaeidine-2 : 

P2-SENS : 5 . GCGCGC AAGCTT GGACAAGAGATACAGGGGCGGTTAC y 

Hind III 

P2-ANTI : 5 . GCGCGCGGATCCTTATCCTTTTACTAAGTGACAAC v 

BamHI 

!0 Ces 2 amorces sont respectivement representees dans la liste de sequences sous les 
numeros SEQ ID NO: 10 et SEQ ID NO: 1 1 
Amorces utilisees pour la penaeidine-3 : 

P3-SENS : s . GCGCGC AAGCTT GGACAAGAGACAAGTGTACAAGGGC 3 . 

Hind III 

2 5 P3-ANTI : 5 . GCGCGC GGATCCT CAAACCGGAATATCC 3 . 

BamHI 
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Ces 2 amorces sont respectivement representees dans la liste de sequences sous les 
numeros SEQ ID NO: 12 et SEQ ID NO: 13 

L'enzyme utilisee pour la PCR est la Vent polymerase (NEW 
ENGLAND BIOLABS) qui genere des extremites franches. Les fragments obtenus 
5 ont ete clones entre les sites Hindlll et BamHI du lieur multisite du plasmide pCR- 
SCRIPT (STRATAGENE). 

Les inserts des plasmides ainsi obtenus ont ete excises par BamHI et 
Hindlll, et sous-clones dans la cassette d'expression de levure du vecteur pJVl. Le 
vecteur pJVl a ete fourni par le laboratoire du Professeur HOFFMANN a Strasbourg : 
10 il s'agit d'un plasmide derive de pBLUESCRIPT II dans lequel ont ete introduits le 
promoteur du facteur sexuel MFal de levure et la preprosequence de ce meme facteur, 
dans laquelle on a cree par mutation silencieuse un site de restriction Hindlll 
permettant la fusion en phase des sequences codantes. 

Les cassettes completes (environ 1,4 kb) ont ete excisees de pJVl 
15 par double digestion Sphl-BamHI (digestion SphI partielle pour la penaeidine-2) et 
sous-clonees dans le vecteur navette pTG4812 [MICHAUD et al. FEBS Lett. 395: 6- 
10(1996)]. 

Les deux vecteurs d 1 expression ainsi obtenus sont denommes pen2- 
pTG4812 et pen3-pTG4812, et permettent respectivement F expression de la 
2 0 penaeidine 2 et celle de la penaeidine 3 chez la levure. 

Pour la production des penaeidines recombinantes, on a utilise la 

souche de Saccharomyces cerevisiae TGY48-1, decrite par REICHHART et al. 

[Invert. Reprod. Dev. 21(1): 15-24 (1992). Elle porte une mutation ura3-A5 qui 

permet la selection de clones recombinants sur milieu selectif depourvu d'uracile. 
25 Cette souche a ete transformee avec les plasmides recombinants pen2- 

pTG4812 et pen3-pTG4812selon la methode a l'acetate de lithium decrite par GIETZ 

et al. [Nucl. Ac. Res. 20(6): 1425 (1992)]. Les clones de levure recombinants ont ete 

selectionnes sur milieu selectif « YNBG-casaminoacids » depourvu d'uracile, et mis 

en culture. Les penaeidines recombinantes sont secretees dans le milieu de culture, et 

30 sont purifiees a partir du surnageant de culture selon un protocole similaire a celui 

decrit dans Texemple 1 ci-dessus. 
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REVINDICATIONS 

1) Peptide anti-microbien, caracterise en ce qu'il est susceptible 
d'etre obtenu a partir de crevettes peneides, et en ce que 

- sa masse moleculaire est d' environ 5 a 7 kDa ; 
5 - son pHi est superieur ou egal a 9 ; 

- sa portion N-terminale comprend une region (A) d'environ 15 a 25 acides amines, 
qui comprend la sequence (I) suivante : 

PX,PX 3 PX 3 P (I) 
dans laquelle P represente une proline, X, represente un acide amine neutre non- 
10 polaire. X 2 represente un acide amine basique, X 3 represente une proline ou une liaison 
peptidique ; 

- sa portion C-terminale comprend une region (B) d'environ 20 a 30 acides amines, 
qui contient 6 residus cysteine formant trois ponts disulfure intramoleculaires. 

2) Peptide selon la revendication 1 , caracterise en ce que la region 
15 (A) comprend la sequence (II) suivante : 

PX 1 PX,PX 3 PX 1 X I X 2 PX 4 X 4 (II) 

dans laquelle P, X„ X 2 et X 3 sont tels que definis ci-dessus, et X* 
represente un acide amine neutre non-poiaire ou une proline. 

3) Peptide selon la revendication 2, caracterise en ce que la region 
2 0 (A) comprend la sequence (III) suivante : 

PX^X.PX.PX.X.X.PX^X^PX^.P (III) 
dans laquelle P, X !: X : etX 3 sont tels que definis ci-dessus. 

4) Peptide selon une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que les 6 residus cysteine de la region (B) sont disposes selon la sequence (IV) 

2 5 suivante : 

cs,cs 2 ces 3 cc (iv) 

dans laquelle C represente une cysteine, S, represente un acide 
amine ou une sequence peptidique de 2 ou 3 acides amines, S 2 represente une 
sequence peptidique de 10 acides amines, S 3 represente une sequence peptidique de 5 
30 acides amines. 

5) Peptide selon une quelconque des revendications 1, 2, ou 4, choisi 
dans le groupe constitue par : 

le peptide de sequence SEQ ID NO: 5 
le peptide de sequence SEQ ID NO: 6 
35 le peptide de sequence SEQ ID NO: 7. 
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6) Peptide caracterise en ce qu'il comprend au moins un fragment 
d'au moins 5 acides amines d'un peptide selon Tune quelconque des revendications I 
a 5. 

7) Peptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
5 caracterise en ce que son extremite N-terminale est bloquee par un residu d'acide 

pyroglutamique, et/ou son extremite C -terminate est amidifiee. 

8) Acide nucleique comprenant un segment d'au moins 10 pb, et de 
preference au moins 20 pb d'une sequence codant pour un peptide selon une 
quelconque des revendications 1 a 7. 

10 9) Cassette d'expression, comprenant au moins une sequence d'acide 

nucleique selon la revendication 8, sous controle transcriptional d'un promoteur 
approprie. 

10) Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend au moins 
un acide nucleique selon la revendication 8. 
15 11) Cellule procaryote ou eucaryote transformee par une cassette 

d'expression selon la revendication 9. 

12) Procede de production d'un peptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend l'expression d'un acide 
nucleique selon la revendication 8, dans au moins une cellule transformee selon la 

20 revendication 11. 

13) Utilisation d'un peptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7 pour l'obtention d'un medicament. 
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LISTAGE DE SEQUENCES 

<110> DESTOUMIEUX, Delphine 
BACHERE, Evelyne 
BULET, Philippe 
IFREMER 
CNRS 

<120> PEPTIDES ANTI-MICROBIENS DE CRUSTACES 

<130> MJPrm712/5 

<140> 
<141> 

<150> FR9709214 
<151> 1997-07-21 

<160> 13 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 658 
<212> ADN 

<213> Penaeus vannamei 

<220> 

<221> CDS 

<222> (76) . . (294) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (139) . . (294) 

<400> 1 

aattcggcac gagctccctc tagcctcacc tgcagagacc gacgctccga gcccgggttc 60 

cctcctgcgt ccgcc atg cgc etc gtg gtc tgc ctg gtc ttc ttg gec tec 111 

Met Arg Leu Val Val Cys Leu Val Phe Leu Ala Ser 
-20 -15 -10 

ttc gec ctg gtc tgc caa ggc gaa gcg tac agg ggc ggt tac aca ggc 159 
Phe Ala Leu Val Cys Gin Gly Glu Ala Tyr Arg Gly Gly Tyr Thr Gly 

-5 -11 5 

ccg ata ccc agg cca cca ccc att gga aga cca ccg ttc aga cct gtt 207 
Pro lie Pro Arg Pro Pro Pro He Gly Arg Pro Pro Phe Arg Pro Vai 
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2 

10 15 20 

tgc aat gca tgc tac aga ctt tec gtc tea gat get cgc aat tgc tgc 255 
Cys Asn Ala Cys Tyr Arg Leu Ser Val Ser Asp Ala Arg Asn Cys Cys 
25 30 35 

ate aag ttc gga age tgt tgt cac tta gta aaa gga taa agaaattgac 304 
lie Lys Phe Gly Ser Cys Cys His Leu Val Lys Gly 
40 45 50 

ggagaagaca atggaaacct ggcttgacaa cttgttaatt aatactcata tgtgaagaga 364 

ttgcaaccct gatttgtgtc aaggatgtgg gtatttcgtc tatccatcgc taaagattct 424 

tccatgaatg tatgatgaag gaaagtgcat gtgtgtaagt atgtatgtat gtgcttacag 484 

gtatttgttg cattaagtgt ccgtgtattt aggatctgea acacacgagg aagagaatat 544 

ttgccacttg ccatttattt cagtttctgt aagtgtggat ctgtgagagg ttggtgttga 604 

cagatctctc ttttacaaat aaatttgata tctgtgaaaa aaaaaaaaaa aaaa 658 



<210> 2 
<211> 72 
<212> PRT 

<213> Penaeus vannamei 
<400> 2 

Met Arg Leu Val Val Cys Leu Val Phe Leu Ala Ser Phe Ala Leu Val 
15 10 15 

Cys Gin Gly Glu Ala Tyr Arg Gly Gly Tyr Thr Gly Pro lie Pro Arg 
20 25 30 

Pro Pro Pro lie Gly Arg Pro Pro Phe Arg Pro Val Cys Asn Ala Cys 
35 40 45 

Tyr Arg Leu Ser Val Ser Asp Ala Arg Asn Cys Cys lie Lys Phe Gly 
50 55 60 

Ser Cys Cys His Leu Val Lys Gly 
65 70 



<210> 3 
<211> 736 
<212> ADN 
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<213> Penaeus vannamei 

<220> 

<221> CDS 

<222> (71) . . (319) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (128) . . (319) 

<400> 3 

aattcggcac gagtcgagcc tcacctgcag agaccgacgc tccgagcccg ggttccctcc 60 

tgcgtccgcc atg cgc etc gtg gtc tgc ctg gtc ttc ttg gec tec ttc 109 
Met Arg Leu Val Val Cys Leu Val Phe Leu Ala Ser Phe 
-15 -10 

gec ctg gtc tgc caa ggc caa gtg tac aag ggc ggt tac acg cgc ccg 157 
Ala Leu Val Cys Gin Gly Gin Val Tyr Lys Gly Gly Tyr Thr Arg Pro 
-5 -11 5 10 

ata ccc agg cca cca ccc ttc gtg aga cct ttg cca gga ggg cct att 205 
lie Pro Arg Pre Pro Pro Phe Val Arg Pro Leu Pro Gly Gly Pro lie 

15 20 25 

ggt cca tac aac ggt tgc cct gtc tea tgc egg gga att tec ttc tea 253 
Gly Pro Tyr Asn Gly Cys Pro Val Ser Cys Arg Gly lie Ser Phe Ser 
30 35 40 

caa gcg cgt tct tgc tgc tec egg tta ggg cgt tgc tgt cac gtg gga 301 
Gin Ala Arg Ser Cys Cys Ser Arg Leu Gly Arg Cys Cys His Val Gly 
45 50 55 

aag gga tat tec ggt tga tggagaacac gatgaaaacc tegcttgaca 349 
Lys Gly Tyr Ser Gly 
60 

acctgttgat tgatacttgt atgtgaagag actgtgatcc tgattttgea ctgtgttttc 409 

tegttcaata ttcttactct ggcttgtgga atggatgtag ttatttgacc ctatgttttt 469 

ttttaagact tttccatgaa tgcacgatga atgaaagctt gcgtgatatg aatgagtgca 529 

tccacttttc aacgtcccag caggtggcgc cgtattcatg atttgtgaca cacgaggaag 589 

taaatccatg ccatctgcct ttcgttgtaa tttttagtga gtatggatct gtgtgtgggt 649 



gatttttaca aatctctcaa aggactttta gaaatgttac tcctttacaa ataaaattgg 709 
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tatcttgaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 736 



<210> 4 
<211> 82 
<212> PRT 

<213> Penaeus vannamei 
<400> 4 

Met Arg Leu Val Val Cys Leu Val Phe Leu Ala Ser Phe Ala Leu Val 
15 10 15 

Cys Gin Gly Gin Val Tyr Lys Gly Gly Tyr Thr Arg Pro lie Pro Arg 
20 25 30 

Pro Pro Pro Phe Val Arg Pro Leu Pro Gly Gly Pro He Gly Pro Tyr 
35 40 45 

Asn Gly Cys Pro Val Ser Cys Arg Gly He Ser Phe Ser Gin Ala Arg 
50 55 60 

Ser Cys Cys Ser Arg Leu Gly Arg Cys Cys His Val Gly Lys Gly Tyr 
65 70 75 80 

Ser Gly 



<210> 5 
<211> 50 
<212> PRT 

<213> Penaeus vannamei 
<400> 5 

Tyr Arg Gly Gly Tyr Thr Gly Pro He Pro Arg Pro Pro Pro He Gly 
15 10 15 

Arg Pro Pro Leu Arg Leu Val Val Cys Ala Cys Tyr Arg Leu Ser Val 
20 25 30 

Ser Asp Ala Arg Asn Cys Cys He Lys Phe Gly Ser Cys Cys His Leu 
35 40 45 

Val Lys 
50 



<210> 6 



WO 99/05270 



5 
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<211> 50 
<212> PRT 

<213> Penaeus vannamei 
<400> 6 

Tyr Arg Gly Gly Tyr Thr Gly Pro lie Pro Arg Pro Pro Pro lie Gly 
1 5 10 15 

Arg Pro Pro Phe Arg Pro Val Cys Asn Ala Cys Tyr Arg Leu Ser Val 
20 25 30 

Ser Asp Ala Arg Asn Cys Cys lie Lys Phe Gly Ser Cys Cys His Leu 
35 40 45 

Val Lys 
50 



<210> 7 
<211> 62 
<212> PRT 

<213> Penaeus vannamei 
<400> 7 

Gin Val Tyr Lys Gly Gly Tyr Thr Arg Pro lie Pro Arg Pro Pro Pro 
15 10 15 

Phe Val Arg Pro Leu Pro Gly Gly Pro lie Gly Pro Tyr Asn Gly Cys 
20 25 30 

Pro Val Ser Cys Arg Gly lie Ser Phe Ser Gin Ala Arg Ser Cys Cys 
35 40 45 

Ser Arg Leu Gly Arg Cys Cys His Val Gly Lys Gly Tyr Ser 
50 55 60 



<210> 8 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Penaeus vannamei 
<220> 

<223> PCR primer 
<220> 

<223> PCR primer 
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<400> 8 

gtgtacaagg gcggttacac g 21 



<210> 9 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Penaeus vannamei 
<220> 

<223> PCR primer 
<400> 9 

caacaggttg tcaagcgagg t 21 



<210> 10 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> PCR primer 
<400> 10 

gcgcgcaagc ttggacaaga gatacagggg cggttac 37 



<210> 11 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> PCR primer 
<400> 11 



<210> 12 

<211> 37 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> PCR primer 



Sequence 



Sequence 



<400> 12 
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gcgcgcaagc ttggacaaga gacaagtgta caagggc 37 



<210> 13 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<220> 

<223> PCR primer 



<400> 13 

gcgcgcggat cctcaaaccg gaatatcc 
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